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Kombinatorische Peptidsynthese mithilf e eines 
Laserdruckers 

Das Prlnzip der kombinatorischen Synthese 

Ziel der vorgestellten Methode ist die kombinatorische Synthese eines Arrays von 
moglichst vielen* mSglichst dicht gepackten Peptideri auf einem Trager. Das Prinzip der 
kombinatorischen Synthese wird in Abbildung 3 schematisch dargestellt. Allen Verfahren 
der kombinatorischen Synthese ist dabei gemeinsam, daB mithilfe einer kleinen Zahl von 
unterschiedlichen Monomeren eine prinzipiell nahezu unbegrenzte Zahl von 
unterschiedlichen Oligomeren eine Molekiilbibliothek) synthetisiert werden kann. Dies^ 
geschieht durch einen repetitiven ProzeG bei dem: 

1 . Monomere auf den TrSger aofgebracht werden I 

2. die unterschiedlichen Monomere an den Trager gekoppclt werden (diese besitzen erne 
Schutzgruppe, damit nicht mehrere MolektUe hintereinander gekoppelt werden) 

3* die nicht gekoppelten Monomere weggewaschen werden 

4. die Schutzgruppen abgespaiten werden und 

5. der nachste Zykius beginnt mit dem erneuten aufbringen der Monomere auf den Trager 

Je riach Anzahl der verschiedenen Monomere ergibt die kombinatorische Synthese dabei 
schon bei rel. kurzcn Oligomeren eine astronomische Zahl der moglichen Kombinationen. 
Wenn beispielsweise Peptide durch die kombinatorische Kopplung von Aminos&uren 
hergestellt werden sollen, so gibt es 20 2 = 400 verschiedene Dipeptide, 20 4 - 160.000 
verschiedene Tetrapeptide oder 20 6 = 64.000.000 verschiedene Hexapeptide (Abbildung 
4)- Damit bestimmt die Packungsdichte letztendlich die Komptexitiit der synthetisierbaren 
Molekiile. 



Was & Wannn? 

Damit kann man beispielsweise sSmiliche menscblichen Genprodukte als Array von 
uberiappenden Peptiden auf einen solchen Filter bringen (Abbildung 23). Synthetisiert 
man lSmcre, die mit den Nachbarpeptiden umjeweils 10 Aminosauren tiberlappen, so 
braucht man dafiir ca 10 millionen Peptide. Verwenden kann man diese Arrays dann z.B. 
ftir das erstellen von Epitopprofilen (Abbildung 23x): 

1 . von monoklonalen Antiktfrpern 

2. von Seren von Patienten 

a. von Autoimmunpatienten 

b. von Krankheiten, die im Verdacht stehen eine Autoimmunkomponente zu haben 

c. von Krebspatienten 

aber vielleicht auch von anderen Kxankheiten wie Herzinfarkt, Schlaganfall 
=> die haben ja vielleicht auch einen autologen Titer gegen kOrpereigene Proteine 

3. Eine weitere M&glichkeit, ist die Suche nach Tnteraktionspartnera 

a, menschlicher Proteine untereinander 

b, oder mit Genprodukten von Kxankheitsercegern, zJ3, mit viralen Genprodukten 

c, mit defekten Genprodukten verglichen mit intakten Genprodukten 
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Technische Kennzahlen der Methode 

- VergLeich mit anderen Methoden 

- Anderungen / Verbesserungen in der Zukunft 



Technische Kennzahlen 



Der bei den folgehden Versuchen verwendete Laserdnicker hat eine AuflGsung der 
gedruckten Punkte von 600dpi (dots per inch). Das entspricht einem Durchmesser der 
aufeedruckten einzelnen Pixel von ca AOpm, tew. ein solcher Laserdrucker jjetzt bei jedem 
normalen Druckvorgang pro DinA4 Seite (ca 20 x 30 cm) etwa 4500x7000 Punkte. Dies 
wiederum entspricht etwa 30 millionen Punkte pro DinA4 Seite (Abbildung 14). 

4bbitdung 1(H) zeigt, daB diese hohe Auflosung bei einem normalen Druckvorgang 
nahezu fehlerfirei nnd reproduzierbar "geerntet" werden kann. Tatsachltch zeigt aucn die 
stiirkste VergrBSerung von Abbildung 10b keinen einzigen falsch gesetzten Pixel. 

Damit mttBten ca 5 millionen dunkler Spots auf einer DinA4-Seite separat voneinander 
untergebracht werden kSnnen, wenn jeweils ein Pixel drumrum freigelassen wird. Dies ist 

aber sicherlich noch lange nicht der Endpunkt einer offensichtlich rasanten 

technologischen Entwicklung. Die bereits jetzt schon kauflich erwerbbaren U^rdmcker 
mil einer Auflosung von 2.400dpi setzen etwa 500 miUionen BUdpuhkte pro DinA4 Seite. 
womit ca SO millionen dunkler Spots auf einer DinA4-Seite separat vonemander 
untergebracht werden kdnnen, . . 

Auch das Auslesen der Bildpunkte ist kein allzu groBes Problem, da bereits jetzt 
handdstlbliche, billige und scbnelle Scanner zur Verfttgung stehen, die eine Auflosung von 
4800dpi oder besser erreichen. , t 

Alle diese Ger&te werden in den kommenden Jahren sicherlich kontinuierbch verbessert 
werden, wobei die zu erwartende Grenze der Aufl&sung im Bereich einer Lichtwelleniange 
liegen wird. Mit der Entwicklungswelle, die zu hochaufldsenden Laserdruckern und 
Scannem fiihrt, surft auch die vorgestellie Methode mit, sodaB in den nachsten Jahren eine 
kontinuierlich verbesserte Packungsdichte der synthetisierbaren Molekfllbibhotheken zu 
erwartenist* 



Stand der Forschung 

Vergleich mit anderen gebrauchlichen Verfahren fur die kombinatorische Synthese 
1. Vergleich mit den Hthographtechen Synthesen 

In den n&chsten Abbildungen sind einige gebr£uchliche Verfahren fur die kombinatorische 
J ^ Synthese schematise!! dargesteUt. Fiir die lithographischen Syntheseseverfahren steht dabei 

JP^I insbesbndere der Name der Firma Affymetrix. Sie sind in Abbildung 19A und 19B 

dargesteUt. Bei diesen Verfahren wird aufgrund der Einwirkting von Licht der Syntheseort 
fur die aktivierten Monomere zuganglich geniacht (Abbildung 19A), oder aber es werden 
lichtempfiindliche Schutzgruppen abgespalten (Abbildung 19B), wodurch eine lokal 
definierbare Kettenverlangerung ennoglicht wird. 

Die zwei lithograpfaischen Verfahren (Abbildung 19A & 19B) erreichen zwar eine bisher 
konkurrenzlose AuflSsung der einzelnen Punkte, schaffen aber offensichtlich nicht die 
Effizienzen und die Quaiitat der bewahrten Standardsynthesen fur Oligonukleotide oder 
gar fur Peptide. 
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Die eme Publikation von Affyittetrix besch£ftigte sich ubrigends mit der Peptidsymhese 
mid da ist bisher sehr wenig nachgekommen. Die allermcistcn Folgepublikationen hatten 
die Oligonukleotidsynthese zum Thema. 

Zum kleinen Teil mag das an dex etwas anderen Chemie liegen, die der Einsatz von Licht 
labilen Schutzgruppen mit sich bringt. Diese Chemie ist sicheriich noch nicht so optimiert 
worden ist wie die Standard fmoc Chemie* 

Es gibt dafur jedoch nbch einen wichtigeren prinzipiellen Grand, der in Abbildung 21 
schematisch dargestellt wird. Bei alien Druckverfahren wird burner eine ganze Schicht von 
unterschiedlichen Monomeren auf den Trager aufgebracht, die dann alle zusammen einen 
Koppluneszyklus durchlaufen bevor wicderum die nachste Schicht von Monomeren 
aufgedruckt wird. Bei den in Abbildung 19A & 19B dargesteUten Utbpgraphischen 
Syntheseverfahren dagegen muB jede Art von Monomer nacheinander emzeln >f ™ge^wh^ 
gekoppelt and iiberschussige Monomere weggewaschen werden. Dies bedeutet, daB tur me 
Synthese desselben Arrays von Oligomeren, die lithographischen Sy nthesemethoden N x 
mehr Kopplungszyklen durchlaufen miisseh als bei den Druckverfahrcn notig ( Abbildtuig 
19C & 19D). Die Zahl N steht dabei fur die AnzaW unterschiedlicher Monomere, d.h. tur 
die Synthese eines Arrays von Oligopeptiden brauchen die lithographischen Synthesen 20x 
mehr Kopplungszyklen verglichen mit den Druckverfahren. Dadurch wird die Fehlerrate 
bei der Synthese nattiriich enonn erhdht, bzw* die Qualitat des Endprodnktes wird 
verschlechtert. 

^ : Die momentane Standardtechnik der Peptidsynthese erlaubt dabei mehr schlecht ais recht 
t die Synthese von Peptiden mit 100 Aminosauren Lange, was bedeuteu dafi die 

' dargestellten lithographischen Synmeseverfahren schon bei der Synthese eines Arrays von 

Pentapeptiden sehr groBe Qualiiatsprobleme haben. Dies ist wahrscheinlich der Grund, 
wanim die lithographischen Verfahren bisher nur fttr die Synthese von 
Oligonukleotidarrays verwendet wurden, da dabei nur 4 verschiedene Monomere an den 
Trager gekoppeit werden imissen. 

Ein weiterer Nebeneffekt ist die vergleichsweise schlechte Chemikalienausbeute der 
lithographischen Methoden, da fur jede einzelne Kopplungsreaktion der gesamte Trager 
gleichmaBig mit den reaktiven Monomeren bedeckt werden muB. 

Obrigends haben die bisher verwendeten lithographischen Methoden ein weiteres Problem, 
da sie das Prinzip des konfokalen Lasermikroskops zum auslesen ihrer Signale verwenden. 
Damit imissen sie alle drci Dimensionen absuchen, urn das gewUnschte Signal zu finden, 
was sehr langsam ist verglichen beispielsweise mit einem Scanner (Abbildung! 22). 
Deswegen macht die langsame Auslesegeschwindigkeit diesen Systemen ab einer 
bestimmlen Komplexitatsstufe zu schaffen. . 



2. Vergleich mit anderew Druckverfahren 

^ In Abbildung 19C und 19D werden zwei Druckverfahren fur die kombinatorLsche - 

Synthese einander gegentibergestellt. Das in Abbildung 19C schematisch dargestellte 
Verfahren entspricht dabei dem hier neu vorgestellten Verfahren, wahrend das in 
Abbildung 19D dargestellte Verfahren die diversen gebrauchlichen Druckverfahrcn mit 
Druckfliissigkeiten reprasentiert (Spotten, Tintenstrahldrucker, Siebdruck etc.)- 

Die folgenden Abscbnitte diskutieren die Vorteile, die der Einsau eines Laserdruckers bei 
der Peptidsynthese gegeniiber den anderen gebrauchlichen Verfahren biingt. 

Kombinatorische Synthesen, bei denen die einzelnen Monomere uber und neberieinander 
gespottet, oder gar mit einem Tintenstrahldrucker auf den Trager aufgebracht werden 
(Abbildung 19D) sind schon seit einigen Jahrcn gebrauchlich. Obwohl doch auch ein 
Tintenstrahldrucker eine mit den Laserdruckem durchaus vergjeichbare Auflosung schafft, 

8 
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kann diese Aufl&sung bi&her aber offensichtlich nur sehr mangeihaft fur die 
kombinatorischen Synthesen „geerntet" werden. Der Grund dafiir liegt in den einander 
widersprechenden Anforderungen beim bedrucken eines Tragers mit Faibe bzw. mit 
Monomcren fer die kombinalorische Synthase (Abbildung 20). 

Die Brillianz der Au&drucke von Tititensirahldruckern wird daducch erreicht, daB die 
Diffusion der yerscbiedenen Farbpartikel so gering wie mdglich gehalten wird. Bewirkt 
wird dies durch die im Vergleich zu den Monomeren enorme GroBe der Farbpartikel, und 
dadurch, dafl die aufgedruckte Tonerflussigkeit schnell fliichtige Substanzen enthalt, sodaB 
die Farbpartikel sehr schnell ausgefallt werden* Zusatzlich wurden spezielle, stark 
saugfabige Hochglanzpapiere verwendet* 

Diese meist hochkornpliziert anfgebauten Papiere eignen sich in der Kegel nicht ais Trager 
fiir eine MotekUlbibliothek und auch die beiden anderen Punkte widersprechen den 
Anforderungen an das koppeln einer moglichst dicht gepackten Molekulbibliothek: 

1 . Die Monomeie sind sebr viel kleiner als die aufgednickten Farbchromophoren, aJIeine 
diese Tatsache erhbht die Diffusionsrate enorm, 

2. Die aufgednickten Monomere diirfen nicht nur nicht in Jeicht flUchtigen Losungsmitteln 
gelost sein, im Gegenteil es ist kanm machbar ein Ltfsungsmittel zu finden, daB in den 
angestrebten Mengen im Bereich von Nanolitern nicht zu schnell verdampft, denn damit 
wurden sich die Konzentrationen der Kopplungspartner in unerwiinschter Weisc verandern, 
denn die Kopplungsreaktion an den Trager braucht eine gewisse Zeit- 

Dies ist der Grund, waram alle bisher verwendeten Spotrnethoden sobald sie in kleinere 
Dimensionen voixJringen, fehleranfaJlig und teuer sindL In diesen Dimensionen besteht 
immer die Gefahr, daB die aufgebrachten Spots verlaufen, wegspritzen, die Monomerc 
zuweit diffundieren oder das LBsungsmittel teilweise oder ganz verdunstet 

Verglichen damit ist das drucken mit einem Laserdrucker eine sehr robuste ond 
fehlertolerante Methode. 



Vorstellen der neuen Methode 
Prinzip eines Laserdruckers 

Das Neue der hier vorgestellten Methode, ist der Einsatz eines Laserdruckers, um 
unterschiedliche Monomere mdgHchst dicht gepackt auf den Trager zu bringen. 
Abbildung 5 ezklart die Funktionsweise eines Laserdruckers: 

L der verwendete Toner besteht aus kleinen Polystyrolktlgelchen mit einem magnetischen 
Anteii 

2. die Tonerpartikel haften aufgrund des magnetischen Anteils an einer Magnetwalze 

3. eine Selenwalze wind durch das ein und ausschalteii eines Lasers beschrieben, der die 
Selenwalze partieli entladt (oder partiell aufladt) 

4. da wo die Selenwalze definiert entladen wurde, kOnnen die Tonerpartikel aufgrund 
elektrischer Anziehungskrafte von der Magnetwalze auf die Selenwalze springen 

5. von der Selenwalze springen die Tonerpartikel aufs Papier oder eine Kopierfolie und 

6. werden durch eine heiSe Walze eingeschmolzen 

Kennzeichen des Laserdruckers ist also, daB trockene Toncrpartikel verwendet werden, 
deren Inhaltsstoffe nicht diffundieren. Die Partikel sind bei Raumtemperatur fest und 
werden durch eine heiBe Walze (Abbildung 5, Nr. 6) nur kurz aufgeschmolzen- Dadurch 
werden sie dann auf dem Papier fixierL 

Moderne Laserdrucker, insbesondere Farblaserdrucker, erreichen dabei eine Brillianz des 
Ausdrucks, die fast schon an FotoqualitSU heranreichL Diese Brillianz reflektiert eine 
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extxem geringe Fchlerrate beitn iibertragen der Tonerpartikel auf die Selenwalze. Bine 
Erklarung daftir liefeni die zugrundeliegenden physikalischen Krafte: 
Elektrostatische Anziehung oder AbstoBung sind, zumindest in diesen Dimensioned die 
starksten bekannten Krafte in der Physik. 



Trager fur die Pepttdbibliothek , 

Zunachst wird ein Trager benfctigt, an den die aktivierten Aminosauren gekoppelt werden 
konnen. Ein solcher Trager ist bereits bekannt: Ronald Frank hat am GBF m Braunschweig 
eine Methode zur Derivatisierung von ganz normalem Papier mit freien Aminogruppen 
entwickelt (Abbildung «), an das dann finoc geschutzte Aminosauren mit der fiir die 
Peptidsynthese ttblicherweise verwendeten Standardchemie gekoppelt werden konnen 
(Tetrahedron Letters (1990) 31(12) ppl701). 

EHcse Methode wird als "SPOT Synthese von Peptiden" von mehreren Firmen kommerziell 
genutzt (u.£l von Jerini Biotools in Berlin)* 

Die von Ronald Frank entwickelte Methode errndglicht auBerdem eine sehr einfache 
Kontrolle, ob denn eine Kopplung der aufgebrachten Aminosauren an den Trager 
stattgefunden hat. Dazu weist man die nach der Abspaltung der N-terminalen Schutzgmppe 
neu entstanden freien Aminogruppen mit Bromphenolblau nach> das nicht kovaleni an 
diese bindet (Abbildung 7)* 

ZunSchst wird das Papier wie in Abbildung 6 beschrieben mit einer Schicht N-terminal 
geschtitzter Aminosauren derivatisiert und anschlieBend die N-terminalen fmoc 
Schutzgruppen abgespalten. Dabei entstehen die in der Abbildung 7A grOn eingefarbten 
zunachst freien Aminogruppen. Daran wird anschlieBend eine zweite Schicht fmoc 
geschiitzter Aminosauren gekoppelt. Vor der Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppen 
werden diesmal die nicht abreagierten freien Aminogruppen mit Essigsaureanhydrid 
verestert (rot eingefarbt in Abbildung 7A), sodaB nach der Abspaltung der Schutzgruppen 
nur da freie Aminogruppen nachweisbar sind, wo es vorher zu einer Kopplung an den 
Trager gekommen ist In Abbildung 7B stfnd dies die intensiv blau gefSrbten Bereiche, wo 
die zweite Schicht von Aminosauren an den Trager gekoppelt wurde. In den helleren 
Bereichen sind dagegen die freien Aminogruppen, die der erstcn Schicht von Aminosauren 
entstammen > mit Essigsaureanhydrid verestert worden. 



HersteUung eines "Aminasaiuratoners" 

In einem "Aminosanrentoner" werden mit einer Schutzgmppe versehene. Aminosauren in 
bei Raumtemperatur feste Partikel eingebunden. Das Ziel ist dabei, daB diese Partikel dann 
nach dem oben beschriebenen Prinzip des Laserdruckers deflniert auf eixlen Trager 
gedruckt werden konnen. Urn dies zu erreicheru mussen die Partikel im Laserdrucker von 
Walze zu Walzc springen kdnnen (siehe Abbildung 5), cth* sie sollten elektrisch aufladbar 

Fiir die kombinatorische Peptidsynthese mussen dartiber hinaus die darin bcfindlichen 
Aminosauren aus dem festen Matrixmaterial heraus "beweglich gemacht" werden konnen, 
denn nur dann k5nnen sie an einen Trager koppeln. Diese Kriterien werden von dem in 
Abbildung $ gezeigten " Aminosaurentonerpartikel n erfiillt: 

1. das Aquivalent der bei Raumtemperatur festen Poiystyrolktigeighen des normalen 
Toners ist dabei Diphenylformamid mit einem Schmelzpunkt bei etwa 71°C. 

2. der magnetische Anteil wird in beiden Fallen von Magneti tpartikeln beigesteuert 
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3. anstelle der Chromophoren enthalt der , 'Aminosaure^toner ,, die mit einer N-terminalen t 
Schutzgmppe vexsehenen aktivierten Aminosauren. 

Das Kriterium far die Auswahl von Diphenylfoimamid als bed Raumtemperatur "festes 
LGsungsmittel" ist seine Strakturahnlichkeit mit DimetbyJformamid, das fur die 
Standardpeptidsynthese verwendet wird. Abgesehen von den unterschicdlichen 
Aggregatszustanden bei Raumtemperatur sind damit keine groBen Unterschiedc un 
chemischen Verhalten zu erwarten. 

Genau wie der normale Toner kann auch der " Aininosaurentoner" mittel$ einer hciBen 
Walze fixiert werden, wobei die fur die Standardsynthese verwendeten fmoc Aminosauren 
kurzfristig ohne weiteres 150°C aushalten. Siatt durch Hitze ktinnen die darin enthaltenen 
N-terminal geschiitzten Aminosauren aber auch bei Raumtemperatur mithilfe etnes 
Losungsmittels wie Dichlormethan "bewegiich gemacht" werden, also an den 
derivatisierten Trager koppeln. Dies kann sogar durch die Zufuhr von Dichlormethan- 
Dampf geschehen. 

Sowohl Diphenylf6imamid> wie auch Magnetit stOien die Kopplung der fmoc 
Aminosauren an den Trager nicht (Abbildung 9 and II). In AbbiWung 9 warden dabei 
die fmoc- Aminosauren in DPF ge!5$t und aufgespouet, wahrend in Abbildung 11 em 
" Aminosauremoner" aufgedruckt und anschlieBend die darin enthaltenen N-termmal 
} geschiitzten Aminosauren an den Trager gekoppelt wurden. 

Aus den Bestandteilen des f, Aminosaurentoners M (Magnetit, Diphenylformamid und die 
jeweiligen mit fmoc-Schutzgruppen versehenen Aminosauren) rnussen kleine, mdghchst 
unifoime (ca 5pm groBe) Partikel hergestellt werden; da der Transfer der Partikel von der 
Magnetwalze zur Selenwalze im wesentlichen durch das Verhaltnis von Ladung zu Masse 
bestimmt wird, Alle hier gezeigten "Aminosaurentoner" wurden dabei mithiJfe einer 
Kaffemuhle hergestellt, in einen Tonerbehalter gefullt und anschlieBend in einem 
Laserdrucker auf Papier gedruckt. 

Bin Vergleich der Druckqualitat des normalen kauflichen Toners mit den verschiedenen 
" Aminosaurentonem" ergibt fur den normalen Toner eine AuflSsung von ca 40jim 
(Abbildung 10b), wahrend bei den getesteten, verglichen mit dem Stand der Tcchnik sehr 
primitiv hergestellten "Aminosaurentonem", die aufgedruokten Strukturen ab einer Grtffle 
von ca 120 r 200|im klar voneinander unterscheidbar sind (Abbildung 10). 

Koppeln von aufgedruckten fmoc Aminosauren 

Abbildung 11B zeigt, daB die mit einem Laserdrucker aufgedruckteh Aminosauren an den 
Trager koppeln kdnnen. Zuntichst wird das Papier dafiir mit freien Aminogruppen 
derivatisiert, wie oben beschrieben. Dabei entstehen die in Abbildung 11A griin 
dargesteilten, zunachst freien Aminogruppen. AnschlieBend wird der M Aminosaurentoner" 
,H aufgedruckt und die darin entbalten fmoc geschutzten Aminosauren an die in Abbildung 

11A griin dargesteilten freien Aminogruppen gekoppelt. Die nicht gekoppelten fmoc 
Aminosauren werden weggewaschen und die ubriggebliebenen freien Aminogruppen mit 
Essigsaureanhydrid verestert (in Abbildung 11A rot dargestellt), AnschlieBend werden die 
fmoc Schutzgruppen der aufgespotteten zweiten Schicht abgespalten und die dabei neu 
entstehenden freien Aminogruppen mit Bromphenolblau nachgewiesen. Das cntstehende 
blaue Muster reflektiert diesmal die Orte, an denen die zweite Schicht von Aminosauren 
aufgedruckt wurde* , 
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Voraktivierte £moc Aminosauren 

Vorzusiehen sind dabei voraktivierte fmoc-gescbtttzte Aminosauren, da sie im Vergleich 
zu nonnalen fmoc-geschutzten Aminosauren mit freiem Carboxyteraunus bessere. 
Kopphmgseffizienzen ergeben. Abbildung 18 zeigt schematisch den Grund dafttr: 
Ajninosauren mit freiem Carboxytenninus werden auf den Trager aufgedruckt und mussen 
danach durch einen Aktivator und eine Base akdviert werden- Dabei entsteht cin reakti ver 
Ester (Abbildung 6, Nr.2), der anschliefiend mit den freien Aminogruppen des Tragers 
abreagiert. ' ' . 

Liegt der Aktivator allerdings ina UberschuB vor, so gibt es dattiberhinaus noch eine 
uncrwunschte Nebenreaktion: Der Aktivator koppelt auBerdem direkt ah die zur Verfugung 
stehenden freien Ammogruppen des Trtigers, wobei die Zahl der zur Verfugung stehenden 
freien Aminogruppen bei jedem Synthesezyklus abninunt (Abbildung IS). 

Im Unterschied zur Standardpeptidsynthese ist es sehr schwer mttglich die Molaritaten der 
auf den Trager aufgebrachten fmoc Aminosauren, des Aktivators und der Base exakt 
auszmarieren, sodafi sich zur Losung des Problems das drucken von voraktivierten N- 
terminal geschiitzten Aminosauren anbietet. 

Ansteile der ftnoc Aminosauren konnen z.B, die entspiechenden Anhydride verwendet 
werden, diese sind allerdings etwa 5x tourer verglichen mit den nonnalen fmoc geschutzen 
Aminosauren. DaB dieser Weg prinzipieU ftoiktiontert zeigt die Abbildung 11; Dort wurde 
ein Anhydrid von fmoc-Alanin auf den Trager gedruckt und gekoppelt, Dafi diese 
Kopplung erfolgreich war zeigt sich dabei an der deutlichen Blaufarbung des gedruckten 
Musters (Abbikiung 11). 



Syntbese eines Peptids mithilfe von aufgedruckten fmoc AminosSuren (Beweis des 
Prinzips) 

Im nachsten Versuch werden schachbrettartig zwei verschiedene Peptide auf einem Trager 
aus derivatisiertenx Papier synthetisiert (Abbildung 12). Dabei werden zunachst wie oben 
beschrieben die den in Abbildung 12 farbig dargestellten Aminosauren entsprechenden 
"Aininosaurentoner 11 hergestellt (siehe auch Abbildung 10). Die in Abbildung 12 mit 
einem farbigen Kreis markierten Aminosauren werden in einem regelmaBigen Muster von 
Ovalen aufgedruckt, w&hrend die mit einem farbigen Rechteck markierten Aminosauren 
als zweites Muster aus regelm&Big angeordneten Rechtecken gedruckt werden, Bcide 
Muster greifen dabei schachbrettartig ineinander. 

Die eckigen SPOTs entsprechen dabei dem Peptid N-Terminus DYKDDDDK..., C- 
Terrmnus* das von dem Maus monoklonalen Antikorper anti FLAG Ml Caizium 
abhangig (ImM GaCl2) erkannt wird, w&hrend die nmden SPOTs dem Peptid 
N-Terminus DDEETTDK...- C-Terminus entsprechen, Einige Streifen mit den 
schachbrettartig angeordneten Peptideti werden mit Milchpulver inkubiert, um die 
unspezifischen Bindungsorte zu blockieren und anschliefiend mit dem Maus 
monoklonalen Antikorper anti FLAG Ml und zur Kontrolle mit einem Aktin 
spezifischen monoklonalen Antikorper gefarbt. 

In Abbildung 13B ist besonders auf der Vorderseite des derivatisierten Papiers ein 
graues Muster zu erkennen, das von den aufgedruckten Magnetitpartikel herriihrt, die 
nicht voUstandig weggewaschen werden konnten. Dabei sind die aufgedruckten Ovale 
bzwl Rechtecke deutlich zu erkennen, die zu den Orten der oben beschriebenen 
Peptidsynthese korrespondieren. 

In Abbildung 13B ist eine deutliche spezifische Reaklion des anti FLAG Ml AntikSrpers 
zu sehen, die den rechteckigen Syntheseorten des FLAG-Peptids N-Terminus 
DDEETTDK.... C-Terminus entspricht, Ein Kontrollantik5rper farbt diese Peptide nicht. 



12 



Datum 30.07.99 20:13 FAXG3 Nr: 159569 von NVS:FAXG3. 14/00242140500 (Seite 9 von 49) 



30- JUL ' 99 (FR) .20 : 1 4 . 



CASTELL 



+49 2421 405010 



10 



noon 



1 On '' 

r> ry r> O 



Dies zeigt, daB die kombinatorische Peptidsyn these mithilfe ernes Laserdruckers pnnzipiell 
moglich ist und das die dazu bentttigten 11 Aminosaurentoner" herstellbar sind. Die in den 
"AnnnosauretonenT enthaltenen fmoc geschutzten Arninosauren ktfnnen nach dem 
drucken offensichdich auch noch an den Trager koppeln* 

Das 5-fache ubereinanderdrucken der Aminosaurentoner war dabei hinreicnend genuu, um 
eine deutliche spezifische Farbung auch der kleineren Rechtecke 

wodurch mithilfe dieser Technik mit diesen Hilfemitteln etwa 10.000 Peptide pro DmA4 
Seite synthetisiert werden kttnnen. 



Bau eines Prototypen 

Um das gerade beschriebene enornie Potential eines Laserdruckers fur die kombinatorische 
Sybthese auch tatsachlich ernten zu konnen* muB zunSchst die Qualitat der 
^Aminosaurentoner verbessert werden. Die bisher ziemlich pnmitiv nut einer 
Kaffeemuhle hergestellten "Aminosaurentoner scbaffen derzeit eine Auflosung von ca 
200-300iun, d.h. einzelne SPOTs mit ctwa 300ujn Abstand sind nach einem Druckvorgang 
deutlich voneinander zu unterscheiden (AbhHduiig 10). Hochgerechnet bedeutet djes, daB 
auf einer DinA4 Seite mit der vorgestellten Methode ca 300,000 SPOTs untergebracht 
werden konnten. 

Fur eine erfolgreiche kombinatorische Peptidsynthese in dieser GroBenordnung muB 
jedoch noch eine weitere Voraussetzung erfffllt sein: Mehrere Lagen von 
"Aminosaurentonern" mussen m6glichst exakt tibereinander gedruckt werden konnen. 



7-i> 



Genaues Cbereinanderdrucken 

Die in Abbildung 13 gezeigte Peptidsynthese wurde mit einem normalen $chwarz-weiB 
Laserdrucker durchgefuhrt, der das Papier auf etwa 1mm genau einzieht* Diese 
Genauigkeit des Papiereinzugs ermoglicht damit nur die Synthese von etwa 10 ; 000 
Peptiden pro DinA4 Seite. Das moglichst genaue Ubereinanderdrucken verschiedener 
Schichten von fmoc- Aminosauren ist also neben der Optimierung der Aminosaurentoner^' 
eine weitere Grundvoraussetzung ftlr das „ernten" der immensen Zahl von Bildpunkten, die 
ein Laserdrucker setzt. 

Im folgenden sollen 2 Wege aufgezeigt werden, mit denen das genaue 
Ubereinanderdrucken mehrerer Tonerschichten erreicht wird. Kemstuck beider Wege ist 
der Einsatz cities Faibl ascrdruckcrs (Abbildung 15), 

Die meisten Farblaserdrucker verwenden die in Abbiklung IS gezeigte Lbsung, um ihre 
vier verschiedenen Farben exakt nebeneinander zu setzen. Sie beniitzen zwei groBe 
Walzen, die mechanisch exakt miteinander gekoppelt sind. Auf die eine Walze schreibt der 
Laser das elektrostatische Bild der ersten Farbe, dann springen auf die vom Laser 
bestrichenen Teile die Farbpartikel von einer Magnetwalze fiber und werden auf das 
Papier, das auf der zweiten „Tragerwalze" fest fixiert ist tibertragen. Dort werden dicse 
Farbteilchen fixiert, wahrend der Laser das elektrostatische Bild der zweiten, danach der 
dritten und der vierten Faxbe schreibt. Da das Papier die ganze Zeit tiber auf der 
„Tragerwalze" fixiert wird, stimmt die r&umliche Zuordnung der Farben zueinander ganz 
exakt (<lpjn Abweichung). Erst wenn die letzte Tonerschicht auf das Papier ilbertragen 
wurde, wird die Fixierung an die ..Trfigerwalze" gelost* 

Dieses Verfahren gewShrleistet, daB unterschiedliche Tonerpartikel raumlich exakt 
nebeneinander, Oder imFalle von Mischfarben auch ubereinander gedruckt werden. Es 
kann rel. einfach auch auf 20 Oder mehr verschiedene Tonerpartikel ausgedehnt werden. 
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Dazu mufi nur die Wcchseltrommel, die im Farblaserdruckcr die 4 verschiedenen Farbtoner 
mit den jeweiligen Magnetwalzen an die Selenwalze heranftihrt, durch eine 
Wechseitrommel mit 20 oder mehr unterschiedlichen Tonerbehaltnissen ausgetauscht wird. 

Dies; wiirde es ermdglichen* ganz analog zur Funktionsweise. des FarbJaserdmckers beim 
Farbdruck, eine Schicht mit alien 20 unterschiedlichen Aminosauren raumlich exakt auf den 
Trager aufzubringen. Wird die Fixierung des derivatisierten Papiers (oder eines anderen 
Tracers fur die Peptidbibliothek) an die „TrSgerwalze i4 allerdings danach gelost, so geht die 
genaue Ortsinformation verloien, da diese in der Kopplung der „Tragerwalze" mit der 
Selenwalze (und damit mit der Position des Lasers) begrOndet ist. 

Eine M5gJichkeit dieses Problem zu umgehen besteht darin, die Fixierung des Tragers an die 
„Triigerwalze" walirend der gesamten Peptidsynthese aufrecht zu erbalten. Das bedeutet, da6 
alle Synthesezyklen inklusive aller Waschschritte und dem Zufuhren divcrser 
Kopplungsreagentien auf der „Tragerwalze" stattfinden mUssen* 

Abbildung 15b zeigt damit schematise!! eine Art Peptid-Synthesizer, mit cinem 
Farblaserdrucker als Herzstuck. Im Unterschied zu einem nonnaien Farblaserdruckcr 
(Abbildung IS) ist in Abbildung 15b die heifie Walze (Nr.6> durch eine Vorrichtung ersetzt 
worden, die es ermttglicht Kopplungsreagcntien oder Waschldsungen in gasformigem oder in 
fltissigem Zustand in KontaJkt mit der sich drehenden , t Tragerwalze" zu bringen. Gastormige 
Substanzen werden mithilfe einer breiten DUse zugefuhrt (nicht dargestellt), wahrend 
Fltissigkeiten durch ein Endlosband in Kontakt mit dem auf der „Tragerwalze" fixierten 
Tniger der Molekiilbibliothek gebracht werden- 

Der zweite Weg, der zum genauen Ubereinaiiderdrucken mehrerer Tonerschichten fuhrt, ist in 
Abbildung 16 dargestellt. Bei diesem Weg wird die Peptidsynthese nicht direkt auf der 
„Tragerwalze" durchgeftihrt, stattdessen wird der Part des Farblaserdruckers auf das drucken 
der ,^minosauretoner u beschrankt. Synthese und Waschzyklen fur die Peptidsynthese finden 
au&erhalb des Farblaserdruckers start. 

Urn die einzebien Tonerschichten trotzdem exakt ubereinandersetzen zu konnen, bedarf es bei 
diesem Weg einer Rtickkoppiung, wobei ein auf den Trager aufgebrachtes Muster von einer 
Scannereinheit abgerastert wird, die eine eventuelle Abweichung (auch Verzerrungen 
innerhalb des Tragers) erkennt und elektronisch koirigiert Diese elektronische Koirektur 
kommt ohne mechanische Teile aus, da jedem abgespeicherten Bildpunkt einfach ein Vektor 
zugeordnet werden kannu der den Laser und damit auch den entsprechenden Tonerpartikel 
genau um den Korrekturbetrag dieses Vektors verschiebt. 

Eine Kombination dieses zweiten Wegs mit dem ersien Weg bietet sich insbesondere dann an t 
wenn besonders dicht gepackte Peptidbibliotheken synthetisiert werden soUen, oder wenn 
eine „on-line" Qualitatskontrolle der einzelnen Syntheseschichten gebraucht wird- In diesem 
Fall kdnnte mithilfe der Scannereinheit SPOT fur SPOT und Schicht ftir Schicht die Intensitat 
der Blaufdrbung durch Bromphenolblau uberpruft werden und damit nach jedem einzelnen 
Syntheseschritt die Menge an neu entstandenen fieien Ammogruppen nach der Abspaitung 
der fmoc Schutzgruppen. Anstelle der Blaufarbung mit Bromphenolblau kann natiirlich auch 
die charakteristische Absorption der fmoc Schutzgruppe nachgewiesen werden. 



Andere Trager fur die Malekiilbibliothek 

Um die grofie Zahl an moglichen Bildpunkten 0= letztendlich an unterschiedlichen 
Peptiden) ernten zu konnen, muB.eine weitere Voraussetzung.erfullt setn. Die Tragerfolie 
sollte sich mdglichst wenig in sich verziehen. Nicht alle Papiersorten sind dabei die erste 
Wahl, Papier kann jedoch auch durch Kopierfoiien ersetzt werden. Diese bestehen aus 
Polystyrol, das wiederum das Standardtragermaterial in der klassischen Peptidsynthese ist. 
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Ein weiterer Vorteil der Polystyrolfolien ist ihre Durchsichtigkeit, die bei vielen 
Nachweissystemen von Vorteil ist 



Anwendungsbeispiele 

Die vorgestellte Methode ermciglicht eine Vielzahl von Anwendungen auch in der 
korabinatorische Chemie oder in der Synthese von Oligonukleotiden. Die folgenden drei 
Beispiele beschranken sich jedoch auf die Synthese von Peptides 

Diese Beispiele basieren insbesondere auf dem in Abbildung 15b aufgezeigten Weg, mit 
dem es moglich ist Arrays mit millionen von Peptiden kostengiinstig herzustellen. Alle drei 
Beispiele beschreiben wenige, standartisierte Produkte, fur die es eine Vielzahl von 
naoglichen Anwendungen gibt. 



Drei Beispiele fiir die Aftwendung von Peptidarrays 
1. Synthese von Unigeneproduct FUtern 



Der Mensch besitzt ca 100.000 Gene, die durchschnittlich etwas weniger als 500 
Aminosauren codieren. In wenigen Jahren werden ttber 90% dieser Gene bekannt sein. 
Wenn man jedes dieser Genprodukte durch durchschnittlich 100 uberlappendc i5er Peptide 
abdeckt, die jeweils urn 5 AS gegeneinander verschoben sind, so werden ca 10 millionen 
verschiedene Peptide bendtigt, urn alle menschlichen Genprodukte abzudeckcn. In 
Abbildung 23 ist ein solcher Filter schematise!] dargestellt. Als Zwischenziele bieten sich 
dabei Expressibnsarrays an, die jeweils nur einen Teil der menschlichen Genprodukte 
abdecken, z JB ^Onkogenarrays", ,4mmunologiearrays" etc. 

Diese Filter sind der Ausgangspunkt fur eine Vielzahl von Versuchen (Abbildung 23k): 

1. Epitopbestimmung von monoklonalen Antikdrpem 

2. Analyse des Serums von Autoimmunpatienten (z.B. bei Rheuma) 
=;> welche Epitope werden erkannt? 

3. Analyse des Serums von Patienten, die Krankheiten mit bisher unbekannten Ursachen 
haben 

=> sind z.B. Multiple Sklerose oder Parkinson Autoimmunkrankheiten? 

4. Analyse des Serums von Krebspatienten 
— > welche Epitope werden erkannt? 

(wahrscheinlich haben Krebspatienten einen Titer gegen korpereigene Antigene) 

5. Suche nach Interaktionspartnern 

— > an welche Peptide binden diverse HIV Genprodukte? 



2* Synthese einer vollstandlgen Tetra oder Pentapeptidbibliothek mit dem Endziel 
einer volLstandigen HexapeptidbibMothek 

Die Reaktion von im Blutserum befindl ichen Antik&rpern mit Antigen wird schon seit sehr 
vielen Jahren for die Diagnose von Krankheiten genutzt. Ein groBer Teil des Repertoires 
von gesch&tzt >10& verschiedenen AntikOrper, iiber die der Mensch verfiigt, kann dabei 
auch an kleine Penta oder Hexapeptide binden, sodaB durch die Bindung an eine 
vollstandige Penta- oder Hexapeptidbibliothek (Abbildung 24) das Vorhandensein von 
sehr vielen unterschiedlichen Antikoipern im Blutserum gleichzeitig nachgewiesen werden 
kann. 
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Unterschiedhche Gruppen von Antik6rpern reflektieien dabei die Immunantwort ernes 
Patienten gegen unterschiedhche Krankheitserreger oder KrankheitszustSnde wie 
Autoimmunkrankheiten, AUergien, vielleicht auch von Erkrankungen wie Schlagaofall 
oder HerzinfarkU Dariibcr hinaus konelieren offensichtlich auch Krebserkrankungen mit 
dem Auftreten spezifischer Antikdrper im Blutserum von Patienten (siehe v/d* die Arbeiten 
der Gruppe von Prof. Pfieundschuh aus Homburg an der Saar)- 

Wie schon beini ersien Beispiel ist die Zielseteung in diesem Fall das Erkennen von 
Teilmustem von Bindungseieignissen, die mit KrankheitsbUdern koitellieren (Abhildung 
25x). Einmal identifizierte Teilmuster wiederum ermflglichen die parallele Diagnose (oder 
den AusschluB) von sehr vielen unteiscbiedlichen Erkrankungen. 

Je groBer die Komptexitat der Peptidbibliothek, desto sicherer kBnnen dabei dem 
Patientensenim reproduzierbar ein Muster von Peptid-spezifischen Antikorperreaktivi tiiten 
zugeordnet werden. Einander ahnliche Teilmuster refLektieren dabei eine ahnliche 
(Krankheits-) Vorgeschichte. Somit eignet sich dieses Verfahren fiir das Auffinden 
diagnostischer Marker, die wiederum fiir die paralleie Diagnose vieler unterschiedlicher 
Krankheiten mithilfe eines einzigen standartisierten Produktes beniitzt werden konnen. 

Richtig spannend wirds> wenn man ein Muster von Bindungsereignissen mit Krankheiten 
koixeliert> von denen man bistaer nicht weiB, was Hire Ursache ist, denn dies ermoglicht 
Ruckschliisse auf die Ursache (oder bisher unbekannte Begieitumstande) der Krankheit. 
Kandidaten flbr eine solche Vorgehensweise sind z.B. Alzheimer, Parkinson, Multiple 
Sklerose, Herzinfarkt, Schlaganfall und viele mehr. 

Getestet werden kann dieses Prinzip mit dem Serum von Patienten mit Magengeschwtiren. 
Dabei sollten Peptide erkannt werden, die ihre Entsprechung im Genom von Helicobacter 
pylori finden (Abbilduug 25). 



3. Synthese von D-Peptid-FUtern 

Im dritten Beispiel wird dutch die oben beschriebene Technik eine beschleunigte Suche 
nach Leitstnikdiren fiir die Therapie ermoglicht Wie im zweiten Beispiel beschrieben, 
werden Arrays von vollstandigen Peptidbibliotheken synthetisiert, die diesmal jedoch nicht 
aus den naturlicherweise vorkommenden L-Anriinosaureiv sondern aus ihren 
Spiegelbildern, den D-Aminosauren, synthetisiert werden. D-Peptide eignen sich als 
potentielle Therapeutika^ da uns Menschen die abbauenden Enzyme dafiir fehlen. 

> - . 

In Abbildnng 2<S wird ein solcher Array von D-Pepiiden mit einer Protease gefarbt, die mit 
einem monoklonalen Antikoiper nachgewiesen wird (blaue F&rbung). Dadurch konnen 
Bindungsmodule identifiziert werden; die die Fahigkeit besitzen diese Protease spezifisch 
zubinden. 

Steht ein Enzymnachweis fiir die Aktivitat dieser Protease zur Verftigung, $o kann die 
Peptid gebundene Protease auch damit nachgewiesen werden. Finden sich jetzt bei einem 
Vergleich der beiden Faibemuster Peptide, die das Enzym zwar binden, aber gleichzeitig ( 
seine Aktivitat blockieren, so hat man mit die sen die Bausteine fur ein potenticlles 
Therapeutikum in der Hand. 
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Beschreibung dcr Abbildungen 

Abbildung 3 

Kombinatorische Synthese: 

- Monomere werden auf den Trager aufgebracht 

- die unterschiedlichen Monomere werden an den TrMger gekoppelt 

- die nicht gekoppelten Monomere werden weggewaschcn 

- die Schutzgruppen werden abgespalten 

- erneut werden Monomere auf den Trager aufgebracht und der n&chste Zyldus beginnt, 

Abbildung4 ' 
Kompiexit&t kotnbinatorischer Peptidbibliotheken 

Abbildung 5 

Funktionsweisc eines Laserdruckers: 

1 : Toneipartikel bestehen aus kleinen Polystyrolkiigelchen rait einem magnetischen Anteil 
2: die Tonerpartikel haften aufgrund des magnetischen Anteils an einer Magnetwalze 
3: em Laser entladt partiell die Selenwalze (duxch ein und ausschalten) 
4; aufgrund elektrischer AnziehungsfcrSfte springen die Tonerpartikel von der 
Magnetwalze auf die Selenwalste 

5: von der Selenwalze springen die Tonerpartikel aufs Papier oder eine Kopierfolie und 
6: werden durch eine heifie Walze eingeschmolzen 

Abbildung 6 

Mit Aminogruppen derivatisiertes Papier; 

Die Carboxylgruppe von N-terminal geschiitzten Aminos&iuen wird aktiviert und koppelt 
daraufhin an die freien Hydroxylgruppen von Papier. Nach der Abspaltung der fmoc 
Schutzgruppe entstehen auf dem Papier freie Aminogruppen, die durch die nicht kovalente 
Bindung an Bromphenolblau nachgewiesen werden konnen. 

Abbildung 7 
SPOT Synthese: 

Papier wird mit einer ersten Schicht von fmoc geschiiizten Aminosaurcn derivatisiert, nicht - 
gekoppelte fmoc AminosSLuren weggewaschcn, und die fmoc Schutzgruppen der ersten 
Schicht mit Base abgespalten. 

Eine zweite Schicht von fmoc geschutzten Aminos^uren wird an definierten Orten 
aufgespottet, wiederum die nicht gekoppelten fmoc Aminosaurcn weggewaschen und die 
ubciggebliebenen freien Aminogruppen mit Essigsaureanhydrid verestert. 
AnschlieBend werden die fmoc Schutzgruppen der aufgespotteten zweiten Schicht 
\ abgespalten und die dabei entstehenden freien Aminogruppen mit Bromphenolblau 

te| nachgewiesen. 

Das entstehende blaue Muster reflektiert die Orte, an denen die zweite Schicht von 
Aminos£uren aufgespottet wurde (Abbildung 7B). 

Abbildung ft 

Schematischer Vergleich der Partikel eines normaien Toners mit einem 
" Aminosaurentoner" : 

- das Aquivalent der bei Raumtemperatur festen Polystyrolkiigelchen des normaien Toners 
ist Diphenylformatnid mit einem Schmelzpunkt bei etwa 71 °C. 

- der magnetische Anteil wird in beiden Fallen von Magnetitpartikeln beigesteuert, 

- anstelle der Chromophoren enthSlt der " Aminosaurentoner" die mit einer N-terminalen 
Schutzgruppe versehenen aktivierten Aminos&uren. 
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Abbildung 9 

Die Kopplung an den Trager funktioniert in Anwesenheit yon Diphenylformamid (DPF) 
genau so gut wie in Anwesenheit von l-Methyl-2 pyrrolidon (NMP): 
Aminosauren mit N-terminaler fmoc Schutzgruppe werden in DPF bzw. in NMP gelost 
und auf derivatisiettes Papier gespottet AnschlieBend wird der in NMP gel5ste Aktivator 
HBTU (1-H Benzotriazole 1-yl 1, 1, 3, 3 tetramethyl uroniumhexafluorophosphate) 
dariibergespottet und die Reafction dutch Zugabe von drei verschiedenen Basen gcstartet. 
Nach 30 Minuten bei 65°C werden die nicht gekoppelten Aminosauren weggewaschen und 
ubrig gebliebene freie Aminogruppen mit EssigsSureanhydrid veresterL Die nach dcr 
Abspaltung der fmoc Schutzgruppe neu entstandenen freien Aminogruppen werden mit 
Bromphenolblau nachgewiesen. 



Abbildung 10 

Verglcich der Druckqualitat von normalem kaulichem Toner mit verschiedenen 
"Aminosaurentonern": 

Die verschiedenen Toner wurden in eine Tonerkassette gefullt und mit einem Laserdrucker 
auf normales Papier gedruckt. Die Farbung der ,f Aminosaurentoner" kommt durch die 
darin enthaitenen Magnetitpartikel zustande. 



Abbildung 10b 

Handelsubliche Laserdrucker habeii eine Auflosung von 600dpi, cLh> die einzelnen Punkte, 
die diese Gerate drucken, haben einen Durehrnesser von ca 40jim, Handelsubiiche Scanner 
mit 4.800dpi rastem das Objekt mit ca 5\im groBen Schritten ab. Das Abrastern des 
eingscannten Laserdruckbildes bei hoher VergroBerung zeigt typischeTweise keirien 
einzigen folsch gesetzten Pixel. 




Abbildung 11 

Papier wird mit einer ersten Schicht von fmoc geschutzten Aminosauren derivatisiert, nicht 
gekoppelte frnoc Aminosauren weggewaschen, und die fmoc Schutzgruppen der ersten 
Schicht mit Base abge&palten, Dabei entstehen die in Abbildung 1 1 A griin dargestellten 
freien Aminogruppen. 

Eine zweite Schicht von fmoc geschutzten Aminosauren wird an definieiten Orten 
aufgedruckt und koppelt an die griin dargestellten freien Aminogruppen. AnschlieBend 
werden wiederum die nicht gekoppelten fmoc Aminosauren weggewaschen und die 
Qbriggebiiebenen freien Aminogruppen mit Essigs&itreanhydrid verestert. 
Danach werden die fmoc Schutzgruppen der aufgedruckten zweiten Schicht abgespalteri 
und die dabei neu entstehenden freien Aminogruppen mit Bromphenolblau nachgewiesen* 
Das entstehende blaue Muster refiektiert die Orte, an denen die zweite Schicht von 
Aminosauren aufgedruckt wurde. 



Abbildung 12 

An die rxeieh Aminogruppen von derivatisiertem Papier wird uniform nacheinander Lysin 
gefolgt von Asparagins&ure gekoppelt. AnschlieBend werden schachbrettartig zwei 
verschiedene Peptide auf einem Trager aus derivatisiertem Papier synthetisiert, Dabei 
werden wie oben beschrieben die den in Abbildung 12 farbig dargestellten Aminosauren 
entsprechenden M Anuno&aurentpner" hergestellt. Die in Abbildung 12 mit einem farbigen 
Kreis markierten Aminosauren werden in einem regelmaBigen Muster von Ovalcn 
aufgedruckt, wahrend die mit einem farbigen Rechteck markierten Aminosauren als 
zweites Muster aus regelmSfiig angeordneten Rechtccken gedruckt werden. Beide Muster 
greifen dabei schachbrettartig ineinander. Die N-terminale Aminos^ure Asparaginsaure 
wird anschlieBend in einem letzten Schritt wieder uniform an den Trager gekoppelt, gefolgt 
vom Abspalten der Schutzgruppen. 
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Abbildung 13 

Die Syntheseorte der bei (A) dargestell ten Peptide korrespondieren zu den bei (B) 
sichtbaren grauen Ovalen bzw, Rechtecken. Die Papierstreifen werden mit Milchpulver in 
PBS geblockt und mit ami FLAG Ml Antikiirper bzw. mit einem ami Aktin Antikorper 
ihkubiert Der Nachweis des gebundenen 1. Antikdrpers erfolgt mit Peroxidase 
konjugiertem Ziege anti Maus Antikorper (rotes Substrat) bzw. mit alkalischer Phosphatase 
konjugiertem Ziege anti Maus Antikorper (blaues Substrat). 



Abbildung 14 
Kennzahlen eines Laserdruckers 



Abbildung 15 

Funktionsweise eines Farblaserdruckers: " 
Wie beim schwarz-weiB Laserdrucker (Abbildung 5) bestehen beim Farblaserdrocker die 
Tonerpartikel aus kleinen Poiystyrolktigelchen mit einem magnetischen Anteil. Sie hafteh 
aufgrund des magnetischen Anteils an einer Magnetwalze und springen von dort aufgrund 
elektrischer Anziehungskrafte auf die vom Laserstrahl beschriebene Selenwalze. Von dort 
springen die Tonerpartikel aufs Papier oder eine Kopierfolie und werden durch eine heiBe 
Walze eingeschrnolzen. 

Im Unterschied zum schwarz-weifi Laserdrucker, muB ein Farblaserdrucker jedoch nicht nur 
) einen Toner aufdrucken, sondem 4 verschiedenfarbige Tonerpartikel exakt nebeneinander 

drucken* Die Abbildung zeigt schematisch wie dieses Problem geldst wird: 

- die Selenwalze ist weseatlich groBer als beim schwarz-weifi Laserdrucker 

- damit kann der Laser ein ganzes Blatt auf diese Walze ,,schreiben u 

- der Laser „beschreibt" die Selenwalze mit der ersten Farbe 

- eine Magnetwalze, die den ersten Farbtoner transportiert fahrt an die Selenwalze heran 

- von dort springen die Tonerpartikel auf die beschriebene" Selenwalze 

- die Selenwalze ist eng mit einer genauso groflen zweiten Walze gekoppelt 

- auf diese Walze wird ein Blatt Papier aufgezogen und dort fixiert 

- die beiden Walzen drehen sich gegeneinander 

- damit wird der erste Toner auf das Papier tibertragen, das fixiert bleibt 

- der Laser „beschreibt" die Selenwalze mit der zweiten Farbe 

- anschlieBend fahren weitere Wechseltnagnetwalzen an die Selenwalze heran 

- die die weiteren Farben auf die Selenwalze und von dort auf das Papier tibertragen 

- erst werin der gesamte Druckvorgang abgeschlossen ist, wird das Papier freigegeben 



Abbildung 15b 
Geriit fur die kombinatorische Synthese: 

Im Unterschied zu Abbildung 15 ist in dieser Abbildung die heiBe Walze (Nr. 6) durch eine 
Vorrichtung ersetzt worden, die es ermdglicht Kopplungsreagentien oder WaschlGsungen in 
gasfiJrmigem oder in flUssigem Zustand in Kontakt mit der sich drehenden „Tragerwalze** zu 
bringen. Gasfifrmige Substanzen werden mithilfe einer bieiten Dtee zugefuhrt (nicht 
dargestellt), wahrend FItissigkeiten durch ein Endlosband in Kontakt mit dem auf der 
„TrSgerwalze" fixierten Trager der Molekulbibliothek gebracht werden. Die 
Wechselmagnetwalze mit den 4 verschiedenfarbigen Tonern wird ausgetauscht gegen eine 
Wechselmagnetwalze mit den 20 verschiedenen „Aminos3urentonern. 

Abbildung 16 

Elektronisch nachjustierbarer Farblaserdrucker: 

Eine Scannereinfceit rastert ein auf den Trager aufgebrachtes Muster ab und vergleicht es mit 
demselben, bereits gespeicherten Muster. Wird dabei eine Abwekhimg vom Sollwert 
festgestellt, so wird das Bild, das in den Druckerspeicher geladen wird, elektronisch um diese 
Abweichung verschoben. . 
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Abbildwtg 18 

Werden normale fmoc-geschiitzte Aminos&uren mit freiem Carboxytenninus auf einen 
Trager gebracht, so mtlssen diese danach dutch einen Aktivator und eine Base aktiviert 
werden, Dabei entsteht ein reaktiver Ester (siehe auch Abbildung 6, Nr.2), der sofort rnit 
den ftcien Aminogruppen des Tragers abreagiert. 

Liegt der Aktivator allerdings im UberschuB vor, so gibt es dariiberbinaus noch eine 
unerwunschte Nebenrcaktion: Der Aktivator koppelt auBerdem direkt an die zur Verfugung 
stehenden freien Aminogruppen des Tragers, wobei die Zahl der zur Verfugung stehenden 
freien Aminogruppen bei jedem Synthesezyklus abnimmt. 
Werden dagegen voraktivierte Aminosauren gedruckt* so wird die.Gefahr dieser 
Nebenreaktion vermieden* Die Abbildung zeigt als Beispiel einer solchen Voraktivierung 
ein Aminosaurenanhydrid, wodurch die Koppiungseffizienzen deutlich erhaht werden. 



Abbildung 19 A + 19B 

Verfahren fur die kombinatorische Synthese 

Bei den gebrauchlichen lithographischen Syntheseseverfahren wird aufgrund der 
Einwirfcung von Licht der Syntheseort fur die aktivierten Monomere zuganglich gemacht 
(Abbildung 19 A), oder aber es werden licbtempfmdliche Schutzgruppen abgespalten 
(Abbildung 19B), wodurch eine lokal definierbare KettenverlSngerung ermSglicht wird. 
Ein Vorteil beider Verfahren ist ihre hohe AuflGsung. Ein Nachteil beider Verfahren ist, 
daB nacheinander der gesamte Synthesezyklus fUrjedes einzelnes Monomer durcblaufen 
wird, was auf Kosten der Qualitat geht. 



Abbildung 19C + 19D 

Abbildung 19D beschreibt das spotten (oder drucken mit einem Tinten&trahldmcker) von 
Monomeren auf einen Trager. Ein Vorteil dieses Verfahrens ist, daB parallel eine ganze 
Schicht von unterschiedlichen Monomeren auf den Trager anfgebracht werden kann und 
nicht jede Monomerart gesondert gekoppelt werden muB* Ein Nachteil dieses Verfahrens 
ist die rel. schlechte Auflosung. 

In Abbildung 19C ist das oben im Text vorgestcllte Verfahren dargestellt. Es kombiniert 
die Vorteile der anderen Methoden* Auch hier wird wie bei den lithographischen Verfahren 
die hohe AuflOsung vop Laserlicht ausgeniitzt, um eine dicht gepackte Molekulbibliothek 
zu erhalten* Andererseits kann auch damit parallel eine ganze Schicht yon 
unterschiedlichen Monomeren auf den Trager aufgebracht werden. 



Abbildung 20 

Nachteile des spottens von Monomeren 

Wenn Papier mit Far be bedruckt wird, so diirfen die gedruckten Chromophoren mdglichst 
wenig diffundieren* da dies die Biillianz des gedruckten Bildes storen wiirde. Erreicht wird 
dies dadurch, daB aufgrund von schnellfliichtigen Bestandteilen in den verwendeten 
Tonerfliissigkeiten die aufgebrachten Chromophoren sehr schnell an Ort und Stellc fixiert 
werden. DarUberhinaus sind die verwendeten Chromophoren rel. groB, was ihre 
Diffusiomrate erheblich einschrSnkt. AuBerdem werden spezielle, stark saugfahige 
Hochglanzpapiere verwendet. ^ 
Die aufgebrachten Monomere (fur eine kombinatorische Synthese) werden dagegen sehr 
viel weiter diffundieien, da das fur die Synthese verwendete Losungsmittel sehr schlecht 
fluchtig ist, da Zeit fiir die Kopplung der Reaktionspartner gebraucht wird. Die 
verwendeten Monomere sind dariiberhinaus vergleichsweise klein, was ihre Diffusionsrate 
erheblich erh5ht. Spezialpapiere eignen sich normalerweise nicht als Trager einer 
Molekiilbibliothek. 




t 
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Abbildung 21 

Bei alien Druckverfahren wird immer eine ganze Schicht von unterschiedlichen 
Monomeren auf den Trsiger auf gebracht, die daiin alle zusamraen einen Kopplungszyklus 
durchlaufen bevor wiederum die nachste Schicht von Monomeren aufgedmckt wird. Bci 
den in Abbildung l?A & 19B dargestellten lithographischen Syntheseverfahren dagegen 
muB jedc Art von Monomer nacheinander einzein aufgebracht, gekoppelt und 
uberschiissige Monomere weggewaschen werden* Dies bedeutet, daB fiir die Synthese 
desselben Arrays von Oligomeren, die lithographischen Synthesemethoden N x mehr 
Kopplungszyklen durchlaufen miissen als bei den Dmckverfahien ndtig (Abbildung 1 9C & 
19D). Die Zahl N steht dabei fiir die Anzahl unterschiedlicher Monomere, d,h, fur die 
Synthese eines Arrays von Oligopeptiden brauchen die lithographischen Synthesen 20x 
mehr Kopplungszyklen verglichen mit den Druckverfahren. 

Abbildung 22 

konfokales Lasermikroskop 

Affymetrix scannt seine Arrays mithitfe eines konfoklaen Lasermikroskops ab. Dabei 
miissen jedoch alle 3 Dimensionen des Raums durchsucht werden, bis das gewiinschte 
Signal eindeutig identifiziert werden kann. Verglichen damit ist ein Scanner vie! schnellen 

1 . Er hat nicht nur einen Laser zur Verfugung sondern arbeitet parllel rnit einem 
eindimensionalen Array von Leuchtdioden. 

2. Da das Licbt der Leuchtdioden nahezu parallel den Trager durchstrahlt, fallt beim 
) Scanner das suchen in der dxitten Dimension des Raumes weg. 

Abbildung 23 

Die ca 100.000 Gene des Menschen codieren durchschnittlich etwas weniger als 500 
Aminosiiuren pro Gen. In wenigen Jahren werden die meisten dieser Gene bekannt sein. 
Jedes dieser Genprodukte kann durch durchschnittlich 100 tiberlappende 15er Peptide 
reprasentiert werden, die jeweils urn 5 AS gegeneinander verschoben sind. Insgesamt 
werden dann ca 10 millionen verschiedene Peptide benotigt, um das ganze menschliche 
Genom abzudecken. 

Abbildung 23x 

Anwendungsbeispiele ftir das in Abbildung 23 bescftriebene Array von Genprodukten. 
Abbildung 24 

„Vollstandige" Peptidbibliotheken 

Arrays der dargestellten Decamergemische konnen mithilfe des weiter oben beschriebencn 
Verfahrens auf einem TrSger synthetisieri werden. Dabei werden auf dem Array alle 
denkbaren Kombinationen der mh N bezeichneten AminosUuren abgedeckt. 

> i 

Abbildung 25 

Korrelation von Krankheit mit Peptidmuster 

Die differentielle Farbung eines hochkomplexen Arrays von Peptiden mit Kontrollserum 
urid dem Serum von PatLenten ermoglicht die Identifizierung von Patienten spezifischen 
Farbemustern. Damit kSnnen mehreie Krankheiten parallel diagnostiziert werdeit> bder 
umgekehrt mithilfe der aufgefundenen Peptide bisher unbekannten Krankheitsursachen 
nachgespurt werden. Im angegebeneu Beispiel werden Peptide identifiziert, die 
exprimierten Genprodukten von Helicobacter pylori entsprechen, dem Verursacher von 
Magengeschwiiren. 
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Abbildttng25x 

An wendungcn fur das Array einer Penta oder Hexapeptidbibliothek. 
Abbildung 26 

Suche nach Enzyminhibitoren 

Zwei verschiedene Enzymnachweise ennOglichen die differentielle Identifizterung von 
Peptiden, die das Enzym zwar binden, aber gleichzcitig seine Enzymaktivitat blockieren. 
Diese Module von D-Peptiden eignen sich als Bousteine fur potentielle Therapeutika. 
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Verfahren und Vorrichtungen zum Aufbringen von Substanzen, insbesondere von 
Molekttlen auf einen Trager, 
dadurch gekennzeicbnet, 

- daS eine immobilisierte Substanz durch Veranderung der physikalischen Umgebung, 
insbesondere der Matrix schicht, beweglich gemacht wird, 

- daB die so beweglich gemachte Substairc durch einen physikalischen ProzeB in die 
NShe des Tragers, insbesondere der TrSgeroberflache, gebracht wird, 

- daB die so beweglich gemachte Substanz an auf dem Tr&ger befindliche Molekule odcr 
Atome bindet, oder ein Aggregat bildet, oder mit diesen eine chemische Reaktion 
eingehL 

- daB die so beweglich gemachten Substanzen viele unterschiedliche Substanzen sind 
oder ergeben. 

Anspruch 2 

Verfahren und Vorrichtungen nach Anspruch I, wobei die in Anspruch 1 genannte 
Substanz in Partikeln immobilisiert wird. 

Anspruch 3 

Verfahren und Vorrichtungen nach Anspruch 1 und 2, wobei die in Anspruch 2 
genanten Partikel aufgrand physikalischer Prozesse ortsgenau in die Nahe eines Tragers 
gebracht werden, , 

Anspruch 4 

Verfahren und Vorrichtungen nach Anspruch 1 bis 3, wobei der ortsgenaue Transfer der 
Partikel nach Anspruch 3 mithilfe eines Laserdruckers, insbesondere eines 
Farblaserdmckers erfolgt. 

Anspruch 5 

Verfahren und Vorrichtungen nach Anspruch 4, wobei die Tonerpartikel eines 
Laserdruckers, insbesondere eines Farblaserdxuckers, mit den in Anspruch 2 genannten 
Partikeln ersetzt werden. 

Anspruch 6 

Verfahren und Vorrichtungen nach Anspruch 1 bis 5, wobei in einem repetitiven ProzeB 
die genannten Partikel wiederholt ortsgenau auf den Trager aufgebracht werden, jeweils 
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gefolgt von dcm in Anspruch 1 beschriebenen beweglich machen der immobilisierten 
Substanz. 

Anspruch 7 

Verfahrcn und Voirichtungen oach Anspruch 6, wobei der Trager warend des gcsamten 
rcpetitivcn Prozesses fixiert Weibt* 
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Kombinatorische Peptidsynthese mithilfe eines 
Laserdruckers 

Zusammenfassung 

Ziel der vorgestellten Methode ist die kombinatorische Synthese eines Arrays von 
mGgUchst vielen, moglichst dicht gepackten Peptiden auf einem Trager. Das Neue dieser 
Methode, ist der Einsatz eines Laserdruckers, urn untersthiedliche Monomere moglichst 
dicht gepackt auf den Trager zu bringen. Ein Laserdrucker funktioniert wic folgt: 

1 . der verwendete Toner besteht aus kleinen Polystyrolkugelcheti mit einem magnetischen 
Anteii 

2. die Tonerpartikel haften aufgrund des magnetischen Anteils an einer Magnetwalzc 

3. eine Selenwalze wird dutch das ein und ausschalten eines Lasers beschrieben, der die 
Selenwalze paniell entladt 

4. da wo die Selenwalze definiert entladen wurde, kdnnen die Tonerpartikel aufgrund 
elektrischer Anziehungskrafte von der Magnetwalze auf die Selenwalze springen 

5. von der Selenwalze springen die Tonerpartikel aufs Papier oder eine Kopierfolie und 
6- werden dutch eine heiBe Walze eingeschmolzen. 

) . , Ganz analog zum normalen Toner wurde ein " Aminosaurentoner" hergestellt, wobei 

v anstelle der Chrornophoren mit einer Schutzgruppe versehene Aminosauren in bei 
Raumtemperanu^ feste Partikel eingebm 

festen Polystyrolkugelchen des normalen Toners ist dabei Diphenylformamid mit einem 
Schmelzpunkt bei etwa 71°C. Diese Partikel konnen nach dem oben beschriebenen Prinzip 
des Laserdruckers definiert auf eincn Trager gedruckt und dartlberhinaus an einen Trager 
gekoppelt werden. 

Der Beweis des Prinzips erfolgte dnrch die Synthese eines Peptids unter Einsatz eines 
Laserdruckers, wobei das synthetisierte Peptid mithilfe eines monoklonalen Antikdrpers 
nachgewiesen werden konnte* - ' - 

Um die immense Zahl von Bildpunklen, die ein Laserdrucker auflosen kann, in eine 
iihnlich groBe Zahl von Peptiden zu uberfuhren, wird der Prototyp eines 
Peptidsynthesiszers gebant, dessen Herzstiick aus einem Farblaserdrucker besteht. 
Modeme Farblaserdrucker ermoglichen die e&akte raumliche Zuordnung von 4 Far ben, 
was in einem rel. einfachen Eingriff auf 20 oder mehr verschiedene Toner ausgedehnt 
werden kann. Diese raumliche Zuordnung kann sehr einfach auch fur die darauffolgenden 
Schichten von aufgedriickten Aminosaixren beibehalten werden, dann niimlich, wenn vor 
dem aufdrucken der jeweils nachsten Schicht von Arninosauren eine Kopplungsreaktion 
auf dem rel zur Selenwalze fixierten Trager staltfindet* 

), , ■ ' - Es gibt zahlreiche Anwendungen fur hochkomplexe Peptidarrays, beispielsweise k5nnen 
H£ etwa 10 millionen ISmere auf einem Filter alle menschlichen Genprodukte reprasentieren. 

Die damit erhaltenen Semmprofile ermdglichen Ruckschltisse auf Autoimmunkrankheiten, 
Krebskrankheiten und evtf . auf Krankheiten unbekannter Ursache. Ein solcher Array hilft 
auch bei der Suche nach Interaktionspartnerru beispielsweise von viralen Genprodukten, 



Anmerkung; 

Die , > Selenwalze" enthalt mitUerweile kein Selen mehr, sondern ein Laser-beschreibbares 
organisches Material. x ' 
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Derivatisiertes Papier als Trager 
fur die Peptidsynthese 



1. Papier mit 
Hydroxylgruppen 
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Aminosaure 
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5. Papier mit freien 
Aminogruppen 
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konnen mithilfe eines 
Laserdruckers gedruckt werden 
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Toner 
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Synthese von 2 Peptiden 
mithilfe eines Laserdruckers 
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| Lithogr aphische Sy nthesemethoden 



AZugang zum m m Abspalten der 

Syntheseort Schutzgruppen 
durchLicht JLJP durch Licht 




Vorteile: 

konkftrrenzlos hohe Aufldsung 



Nachteile: 

bei jedem Layer miissen alle Monomere nacheinander 
an den Trager gekoppelt werden ■ 
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paralleles Aufbringen aller Monomere 
Nachteile: 

verlanfen / verdunsten des Losongsmittels 
unerwunschte Diffusion der Monomere 
schlechte Aaflosung 



-lc tic . 



1>> 
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von 



Monomeren 



Anforderungen an das sootten von Faroe; 





- niedrige Diffusionsrate der groBen Chromophoren 
^chnell verdunstendes Losungsmittel 

- saugfahiges Papier 



Anforderungen an das sootten von Monomeren 
fiir die kombinatorfsche Svnthese: 





- hohe Diffusionsrate der kleinen Monomere 

- sehr langsam verdunstendes Losungsmittel 

- Trager mit moglichst glatter Oberflache 
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konfokaler Laser 

der Fluoreszenzsignale 



monochromatisches 
Laserlicht 



Detektor 

Fluoreszen- 
filter 



halb durchlassiger 
Spiegel 




konjngierte 
Ebene K2 Linse 
mit Pinhole 



Linse 



Fluoreszenz- 
signal 



♦ 



1. Dimension 




konjugierte 
Ebene Kl 



03. Dimension 

^ Array von 
q Oligomeren 



2, Dimension 



0£ . * .< 
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Array von Genprodukten 



ein durchschnittliches Gen des Menschen 
codiert ca 500 Aminosauren 



NH 2 



%00 AS 



COOH 





Genl 
Gen 2 

Gen 3 
Gen 4 
Gen 5 



benotigte Peptide pro Gen (ca 500 AS): 
ca 100 x ISmere (je 5 AS versetzt) 

Zahl der menschlichen Gene: 
= ca 100.000 

benotigte Peptide, um alle Gene abzudecken: 
= 100 x 100.000 = ca 10 millionen 



)atum 30.07.99 20:13 FAXG3 Nr: 159569 von NVS:FAXG3. 14/00242140500 (Seite 44 von 49) 



30. JUL ' 99 (FR) 20:39 CASTELL 



+49 2421 405010 



B. . 45 



Anwendungen fur das Array von 

Genprodukten 



1. Epitopbestimmung von monoklonalen 
Antikorpern 

2« Serumprofil von Autoimmunpatienten 

3* Serumprofil von Patienten mit 
Krankheiten unbekannter Ursacbe 

* 4. Serumprofil von Krebspatienten 

5. Suche nach Interaktionspartnern 
a. von menschlichen Genprodukten 
h. von Pathogenen (z.B. von viralen 
Genprodukten) 



Gen 273; 
Epitop(7-22) 



Gen 1 
Gen 2 
Gen 3 

Genxy 
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Vollstan dige 

Synthese von Decamergemischen mit ein- 
zelnen festgelegten Aminosaurenpositionen; 
N = festgelegte Position 
X = Gemisch von Aminosauren 



vollstandige Tripeptidbibliothek: 
=s 20^ = 8.000 verschiedene Peptide 



NH 2 



vollstandige Tetrapeptidbibliothek: 
= 20 4 =160.000 verschiedene Peptide 



vollstandige Pentapeptidbibliothek: 
i>- r= 20^ = 3,2 millionen verschiedene Peptide 



NH2 



vollstandige Hexapeptidbibliothek: 
= 20 6 ss 64 millionen verschiedene Peptide 

— — — — 
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Korrelation voii Xrankiiei t mit 
Peptidmuster 

Farbung einer vollstandigen 
Pentamerbibliothek mit Serum: 



a. Kontrollseren 

b. Patienten mit Magengeschwiiren 




Blaue Farbung: 

Peptide, die yon alien Seren erkannt werden 
Rote Farbung: 

Peptide, die nur yom Serum von Patienten mit 
Magengeschwiiren erkannt wer den 
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Anwendungen iur cms Array einer 
Penta oder Hexamerbibliothek 



1. Epitopbestimmung von monoklonalen 
Antikorpern 

2. Auffinden von diagnostischen Markern 
durch Korrelation des Serumprofils mit der 
diagnostizierten Krankheit 

3. Serumprofil zur parallelen Diagnose von 
# Krankheiten 

a. von Autoimmunkrankheiten 

b. von Infektionskrankheiten 

c. von Krebserkrankungen 

d. von Allergien 

e. von Krankheiten unbekannter Ursache 

4. Suche nach Interaktionspartnern 
a* von menschlichen Genprodukten 
b. von Pathogenen (z.B. von vir alen 



^ Genprodukten) 



Epitop: 

XXXAGNTSXXX 




Abb. 2S~x 
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Die Bindung einer Protease an eme vollstandige 
Pentamerbibliothek aus D-Aminosauren: 

Blaue Farbung: 

Peptide, an die die Protease binden kann 
(nachgewiesen durch einen monoklonalen 
Antikorper) 

Grune Farbung: 

Enzymreaktion der gebundenen Protease mit 
prbig markiertem Peptidsubstrat 

Rote Farbung: 

gebundene Protease ohne Enzyaktivitat 





: or. 
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